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© Magnetfsche Proteln-Konjugate, Verfahren zu Ihrer Herstellung und Ihre Verwendung. 

! 

'(§) Die Erfindung betrifft magnetische Protein-Konjugate der allgemeinen Formel I. 
' M-NH-CO-(CHz) n -S-SP I 

mit n = 1-6 bevorzugt mit n = 2 Oder 3. worin M ein dispergierbares, magnetisch reagierendes Material Oder 
Partikel. welches Aminogruppen tragi, und P ein Protein ist. ein Verfahren zu ihrer Herstellung sowie ihre 
Verwendung zur spezifischen Entfernung von Zellen Oder loslichen Antigenen. Rezeptoren. Substraten, Co- 
Faktoren Oder Kohlenhydrat-Determinanten aus wa/Jrigen Salzlosungen Oder Korperflussigkeiten Oder im Rah- 
men eines diagnostischen Verfahrens bzw. als Diagnostikum, bevorzugt zur Entfernung von Zellen. bevorzugt 
zur Knochenmark-Depletion Oder zur HLA-Typisierung. 
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Magnetlsche Pr t In-K njugat , Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung 

Oie Erfindung betrifft magnetische Protein-Konjugate der Forme! I. 
M-NH-CO-(CH 2 ) n -S-S-P I 

nit n = 1-6, bevorzugt mit n = 2 Oder 3. fur welche gilt: 

M ist ein dispergierbares. magnetisch reagierendes Material Oder Partikel. welches Aminogruppen tr2gt, 
und P ist ein Protein. 

P kann ein Protein sein. in welchem die fGr die Bindung in I notige Thiolgruppe entweder in naturlicher 
Weise vorhanden ist Oder durch Reduktion von Disulfidbindungen erzeugt Oder durch chemische Reaktion 
eingefuhrt wird. 

P ist insbesondere ein Immunoglobulin Oder Immunglobulin-Rest. bevorzugt ein monoklonaler Antikorper 
Oder ein Fab-. Fab - Oder F(ab >2- Fragment, ein Antigen oder ein Enzym-. Hormon-, Lectin- Oder 
Wachstumsfaktorrest. 

P ist bevorzugt ein monoklonaler AntikSrper der IgG- oder IgM-Klasse. insbesondere ein monoklonaler 
Antikdrper, welcher gegen ein Antigen gerichtet ist, welches in waflrigen Salzlosungen oder KdrperflQssig- 
keiten in geloster Form vorhanden ist Oder ein monoklonaler Antikorper, welcher gegen ein Antigen 
gerichtet ist. welches auf Zellen exprimiert ist, wobei die das Antigen exprimierenden Zellen insbesondere 
Zeflen des myeloischen oder lymphatischen Systems. Zellen des peripheren Bluts, insbesondere B- 
Lymphozyten, T- Lymphozyten Oder deren Vorlauferzellen oder Tumorzellen. insbesondere Tumorzellen 
des Knochenmarks sein kdnnen. Solche Zellen kdnnen auch Erythrozyten. Bakterien, Mykoplasmen oder 
Protozoen sein. Im Rahmen der Erfindung sollen aber auch Viren als Zellen verstanden werden. 

M ist bevorzugt ein dispergierbares Partikel mit Metalloxid-Core und einem Aminogruppen tragenden 
Hullmantel. wobei das Metalloxid-Core eine Gruppe paramagnetischer Substanzen einschlieflen kann. 
bevorzugt ein Partikel dessen Durchmesser zwischen etwa 0.1 u und etwa 100 u. bevorzugt jedoch 
zwischen etwa 0.1 u und etwa 1.5 u Hegt. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung eines magnetischen Protein-Konjugats der 
ailgemeinen Formel I sowie die Verwendung eines Konjugats der Forme! I zur spezifischen Entfernung von 
Zellen oder loslichen Antigenen, Rezeptoren, Substraten. Co-Faktoren oder Kohlenhydrat-Determinanten 
aus waflrigen Salzlosungen oder Korperflussigkeiten sowie die Verwendung im Rahmen eines Diagnosti- 
kums bzw. als Diagnostikum sowie insbesondere die Verwendung zur Knochenmarks-Depletion oder zur 
HLA-Typisierung. 

Eine Knochenmarkstransplantation ist unter anderem bei der Behandlung bestimmter Formen der 
Leukamie und der Panmyelopathie (Knochenmarksschwund) oftmals die einzige Moglichkeit der Therapie. 

Bei Leukamien und gewissen lymphoiden Neoplasien werden die Patienten bisweilen einer Ganzlkor- 
perbestrahlung mit extrem hoher Dosis und/oder einer aggressiven Chemotherapie unterworfen. Bei einer 
derartigen Behandlung werden die normalen Stammzellen des Knochenmarks. die Vorlaufer aller Blutzellen. 
vollstandig zerstort. Dem Patienten wird daher Knochenmark eines geeigneten Spenders reinfundiert. von 
dem sich Zellen in den KnochenmarkrSumen des EmpfSngers ansiedeln und so die Neuentwicklung des 
Biutbildungs-und Immunsystems ermdglichen. Dieses Verfahren nennt man allogene Knochenmarkstrans- 
plantation. 

Verantwortlich fur das hohe Risiko der allogenen Knochenmarkstransplantation sind unter anderem die 
dem Patienten im reinfundierten Knochenmark mitubertragenen T-Lymphozyten des Spenders, weiche die 
Zellen des Empfangers als fremd erkennen und sie deshalb angreifen und zerstoren. Diese fur den 
Patienten oft lebensbedrohende Knochenmarksunvertraglichkeit nennt man "graft-versus-hosf-Reaktion 
oder "graft-versus-hosf-Erkrankung (GVHD). Die Risiken dieser "graft-versus-hosf-Erkrankung konnen 
zum einen dadurch vermtndert werden. dai5 man dem Patienten nach Moglichkeit genau typisiertes 
Knochenmark besonders geeigneter Spender, meist aus dem Verwandtenkreis, reinfundiert. Zum anderen 
konnen sie aber auch dadurch reduziert werden. 6aB man unerwunschte Zellpopulationen. wie sie z. B. T- 
Lymphozyten des Spender-Knochenmarks darstellen konnen. vor der Reinfusion in den Patienten selektiv 
eliminiert. Diese Elimination von Spender-T-Zeilen kann z. B. durch selektive Lysis der zu entfernenden 
Zellen in Gegenwart von Kompl ment Oder durch selektive Abtotung der T-Zeilen mit Hilfe sogenannter 
Inmuntoxin oder durch ein anderes Verfahren, z. B. durch magnetische Zell-Depletion des Knochenmarks 
erfolgen. 

Eine derartige Zell-Depletion von Knochenmark kann man auf reiativ einfache Weise so durchfuhren. 
6aB man das Knochenmark mit einem monoklonalen Antikorper von der Maus inkubiert. welcher z. B. 
spezifisch gegen die T-Zellen des Knoch nmarks gerichtet ist und sich infolgedessen nur an die T-Zellen 
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bindet. Derartige. mit monoklonalen Antikdrpem von der Maus belegte T-Zellen konnen nun in einem 
zweiten Schritt dadurch entfemt warden, dafl man sie z. B. mit anti-Maus-lmmunglobulin vom Kaninch n. 
welches an magnetische Partikel gebunden ist. inkubiert. wodurch die T-Lymphozyten in spezifischer Welse 
mit dem magnetischen Material belegt werden. so dafl sie sich mit Hilfe eines Magneten aus dem 
5 Knochenmark entfemen lassen (s. hierzu Vartdal et al.. Transplantation (1987), 43, 366-371 und di dort 
zitierte Uteratur). 

In analoger Weise lassen sich aus dem Knochenmark auch andere Zellpopulationen. etwa Tumorzell n, 
entfemen, was fur die sogenannte autologe Knochenmarkstransplantation von Bedeutung ist (s. hierzu 
Kvalheim et al.. Cancer Research (1987), 47. 846-851 und die dort zitierte Uteratur). Dabei kann. wie von 

io Kvalheim et al.. ibid., beschrieben. der die Tumorzellen erkennende monoklonale Antik5rper auch direkt an 
die magnetischen Partikel gebunden werden. so dafl der oben erwShnte Zweitantikorper (Kaninchen anti- 
Maus) nicht mehr benStigt wird. 

Das vorstehend beschriebene Verfahren zur Knochenmarks-Depletion mit Hilfe monoklonaler od r 
polyklonaler Antikdrper. welche an magnetische Partikel gebunden sind. ist noch sehr jung und bedarf d r 

rs weiteren Entwicklung und Erprobung. HierfUr geeignete magnetische Partikel stehen heute in verschiedens- 
ter Form kSuflich zur VerfQgung. und ihre Herstellung wurde mehrfach in der Patentliteratur beschrieben (s. 
z. B. Chagnon et al.. EP 0125995 A2 (PrioritSt US 493991 vom 12.05.83). Advanced Magnetics, od r 
Ughelstad et al.. WO 8303920 vom 10.11.83, SINTEF). Von diesen magnetischen Partikeln ist bekannt, dafl 
sie aus einem Metalloxid-Core bestehen. in welchem paramagnetische Substanzen eingeschlossen sein 

20 kfinnen. und dafl das Core von einem HQIImantel umgeben ist, welcher reaktive Gruppen. wie z. B. 
Aminophenyl-. Amino-. Carboxyh Hydroxy-oder Sulfhydrylgruppen, tragen kann. welche zur Kopplung von 
Proteinen verwendet werden konnen (Chagnon et al.. EP 0125995 A2). 

Bekannt ist beispielsweise, daB Carboxylgruppen tragende Partikel in Gegenwart eines Kondensations- 
mittels mit Aminogruppen von Proteinen zur Reaktion gebracht werden konnen (Chagnon et al.. EP 

25 0125995 A2). o 

Bekannt ist femer die Kopplung von Proteinen an Aminogruppen tragende magnetische Partikel unt r 
Verwendung von Glutaraldehyd. wobei die Kopplung jeweils uber die Aminogruppen erfolgt (Chagnon et al.. 
EP 0125995 A2). 

Bekannt ist weiterhin, dafl sich Hydroxygruppen tragende Partikel durch Reaktion mit p-Toluolsulfonyl- 
30 chlorid aktivieren lassen. und dafl solchermaflen aktivierte Partikel mit Aminogruppen von Proteinen zur 
Reaktion gebracht werden konnen (Kvalheim et al.. Cancer Research (1987), 47, 846-851). 

All diese Kopplungsverfahren haben gemeinsam, dafl das Protein jeweils Ciber seine freien Aminogrup- 
pen an die Partikel angeknupft wird. Eine derartige Kopplung uber Aminogruppen kann jedoch bei 
monoklonalen Antik5rpern von erheblichem Nachteil sein. weil hierbei bisweilen die Spezifitat und Reaktivi- 
35 tat der Antikorper beeintrachtigt wird. Dies ist eine Folge der Tatsache, dafl sich die Aminogruppen bei 
einem Antikorper sozusagen statistisch uber das ganze Molekul verteiien und daher auch in der Antigen- 
Bindungsstelle der Fab-Fragmente lokalisiert sind, was bei einer Kopplung uber diese Aminogruppen einen 
Spezifitatsverlust bewirkt. 

Es ist weiterhin bekannt, dafl sich Antikorper auch ohne chemische Verknupfung rein adsorptiv auf 
40 magnetische Partikel aufziehen lassen. wenn die Partikel aus einem Styrol-Divinylbenzol-Copolymerisat 
bestehen. welches Eisenoxid enthalt. da sich Protein bekanntlich unspezifisch an Polystyrol anbindet. 

Auch* bei diesem Verfahren mufl jedoch mit einer Beeintrachtigung der AntikorperspezifitMt und 
-reaktivitat gerechnet werden. Ein weiterer gravierender Nachteil dieses Verfahrens besteht jedoch darin. 
dafl sich adsorptiv gebundene Antikorper bei der Knochenmarks-Depletion wieder abldsen und so dem 
45 Patienten bei der Reinfusion des depletierten Knochenmarks mit verabreicht werden konnen. was insbeson- 
dere bei einem vorangegangenen Therapieversuch mit monoklonalen Antikorpern zu ernsten Nebenreaktio- 
nen fuhren konnte. Dieses Problem ist jedoch bekannt und soli durch kovalente Anknupfung der Antikorper 
an die magnetischen Partikel uberkommen werden. 

Bekannt ist auch. dafl magnetische Partikel auf Polystyrol-Basis den gravierenden Nachteil haben, dafl 
so sie zu Aggregation neigen und sich an Zellen auch unspezifisch anlagern. 

Ausgehend von diesem Stand der Technik ist es die Aufgabe der vorliegenden Erlindung, eine Methode 
zu entwickeln. bei weicher monoklonale Antikorper an magnetische Partikel a) kovaient und b) nicht uber 
ihre Aminogruppen gekoppelt werden. Aufgabe der vorliegenden Erlindung ist es daher. mit anderen 
Worten. ein Kopplungsverfahren zu finden. bei welchem die Antigen-Bindungsstelle des Antikorpers nicht 
55 verandert wird bzw. die Kopplung des Antikorpers abseits der Antigen-Bindungsstell erfolgt. 

Gelost wird diese erfindungsgemafle Aufgabe durch Herstellung magnetischer Protein-Konjugate der 
Formel I. 

Es wurde b reits vorgeschlagen. Aminogruppen tragende magn tische Partikel in magnetische PartiK i 
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zu uberfUhren. welche als reaktive Gruppen Maleimido-Funktionen tragen und diese mit Proteinen zu 
konjugieren. welche Thiolgruppen besitzen. wobei die Thiolgruppen im Protein entweder bereits nativ 
- vorhanden Oder auf chemischem Wege eingefuhrt Oder durch Reduktion vorhandener Disuffidbindungen 
erzeugt werden kdnn n. 

5 Es wurde nun gefunden, dai3 sich magnetische Partikel BioMag". welche an ihrer Oberflache freie 
Aminogruppen tragen. durch Umsetzung mit 2-lminothiolan (2-lt) so aktivieren lassen. daB sie sich durch 
blofle Inkubation mit Antikdrpem kovalent mit d nselben verknupfen lassen. Derartig hergesteilte magneti- 
sche Antikdrper-Konjugate sind neu. 

Femer wurde gefunden, daB sich magnetische Partikel BioMag R . welche an ihrer Oberflache freie 
to Aminogruppen tragen, auch durch Umsetzung mit N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)-propionat (SPDP) und 
nachfolgender reduktiver Spaltung der Disulfidbindung mittels Dithiothreitc! Oder Mercaptoethanol so aktivie- 
ren lassen, daB sie sich durch blofle Inkubation mit Antikorpem kovalent mit denselben verknupfen lassen. 
Derartig hergesteilte magnetische Antikdrper-Konjugate sind ebenfaJIs neu. 

Weiterhin wurde gefunden, dad sich die genannten magnetischen Partikel nach Umsetzung mit SPDP 
is auch durch Inkubation mit Antikorpem, welche freie SH-Gruppen tragen, kovalent mit den Antikorpem 
verknupfen lassen, ohne daB die durch Umsetzung mit SPDP modifizierten magnetischen Partikel zuvor 
mittels Dithiothreitol Oder Mercaptoethanol aktiviert werden mGssen. Derartig hergesteilte magnetische 
Antikorperkonjugate sind ebenfalls neu. 

Uberraschenderweise wurde gefunden. daB sich die Beladung der magnetischen Partikel mit Antik5rper 
20 jeweils erhdhen ISflt. wenn man etwaige nach dem Kopplungsschritt noch vorhandene Thiolgruppen durch 
Reaktion mit N-Ethyl-maleimid Oder Jodacetamid absattigt. Uberraschenderweise wird dadurch auch die 
StabilitSt der hergestellten magnetischen Antikdrper-Konjugate erhdht 

Insbesondere wurde gefunden, daB sich die jeweils hergesteilte Disulfidbindung zwischen magneti- 
schem Partikel und Antikorper durch Reduktion mit Dithiothreitol Oder Mercaptoethanol wieder spalten ISflt. 
25 Derartige spaltbare magnetische Partikel-Antikdrper-Konjugate sind ebenfalls neu-und in der Spaltbarkeit 
des Spacers und der variablen SpacerlMnge liegen zwei besondere Vorteile der Erfmdung: 

1. Der spaltbare Spacer ermoglicht eine Positivselektion derjenigen Antigene Oder Zellen, die von 
dem an die magnetischen Partikel gekoppelten Antikorper erkannt werden - und zwar durch einfache 
magnetische Trennung. Die magnetischen Partikel lassen sich von den depletierten Antigenen Oder Zellen 

30 auf reduktivem Wege wieder abspaiten und mit Hilfe eines Magneten entfernen. 

2. Die variable Spacerlange erlaubt es, den Abstand zwischen Antikorper und magnetischem Partikel 
in gewissen Grenzen zu variieren und dem jeweiligen Kopplungs- bzw. Trenn- bzw. Depletionsproblem 
anzupassen. Diese Auswahlmoglichkeit ist vor allem bei Verwendung von Partikeln verschiedener Grdfle 
Oder bei der Kopplung von Antikorpem verschiedener Klassen oder Isotypen von besonderem Vorteil. 

35 Uberraschenderweise wurde gefunden. daB die Spezifitat und Reaktivitat der uber Disuifid-Bindungen 
bzw. uber die beschriebenen Spacer an magnetische Partikel gekoppelte Antikorper voll erhalten bleibt. 
weil durch die Kopplung des Antikorpers uber seine Hinge-Region seine Antigen-Bindungsstelle nicht 
verandert Oder beeintrachtigt wird. Hierin liegt ein besonderer Vorteil der Erfindung gegenuber den bislang 
bekannten Kopplungsverfahren, bei denen die Antikorper, wie vorstehend beschrieben, entweder rein 

40 adsorptiv Oder uber Reaktion ihrer Aminogruppen auf magnetische Partikel aufgezogen werden. was sowohl 
die Spezifitat als auch die Reaktivitat der konjugierten Antikorper beeintrachtigen kann. Gegenuber der 
adsorptiven Kopplung besteht uberdies bei der vorliegenden Erfindung der Vorteil. daB die Antikorper an 
die magnetischen Partikel chemisch gebunden sind. 

Es wurde weiterhin gefunden, daB sich die erfindungsgemaflen magnetischen Antikdrper-Konjugate. z. 

45 B. bei der Depletion von Knochenmark. wegen ihrer hohen Spezifitat als besonders vorteilhaft erweisen. 

Weiterhin wurde gefunden. daB sich die erfindungsgemaflen magnetischen Antikdrper-Konjugate auch 
im Rahmen eines diagnostischen Verfahrens bzw. als Diagnostikum. insbesondere z. B. bei der HLA- 
Typisierung. wegen ihrer hohen Spezifitat als vorteilhaft erweisen. 

Insbesondere wurde gefunden, daB sich die erfindungsgemaflen magnetischen Antikdrper-Konjugate 

so zur Positiv-Selektion von Antigenen oder Zellen eignen. weil sich die magnetischen Partikel nach reduktiver 
Spaltung der Disulfidbindung des Spacers von den isolierten Antigenen oder Zellen mit Hilfe eines 
Magneten oder zentrifugativ wieder abtrennen lassen. 

Die Herstellung erfindungsgemafler magnetischer Antikdrper-Konjugate ist nachfolgend fur verschiede- 
ne monoklonale Antikorper. welche gegen Zellen des Knochenmarks gerichtet sind sowie fur ein polyclona- 

55 les immunglobulin vom Kaninchen beispielhaft b schrieben; jedoch engen die genannten Beispiele die 
Erfindung nicht ein. Weiterhin ist die Verwendung der beispielhaft hergestellten magnetischen Antikdrper- 
Konjugate zur Depletion von Zellen des Knochenmarks ebenfalls beispielhaft beschrieben. ohne die 
Verwendung auf die genannten Beispiele zu beschranken. Beispielhaft beschrieben ist auch die reduktive 



4 



EP 0 403 960 A2 



Spaltung der Disulfidbindung des Spacers durch Inkubation mit Dithiothreitol. ohne die Erfindung dadurch 
einzuschrMnken. 

Verfahren zur Herstellung magnetischer Protein-Konjugate der Forme! I 

a) Aminogruppen tragende magnetische Partikel M werden in einem geeigneten Losungsmittel mit 
einer mit Aminogruppen reagierenden Verbindung der Formei II, 



und diese durch reduktive Spaltung der Disulfidbindung zu einer Verbindung der Formei IV 
M-NH-CO(CH 2 )„-SH IV 

umgesetzt, welche schliefllich in einem geeigneten wSBrigen salzhaltigen Losungsmittel. welches Proteme 
nicht denaturiert wie z. B. physiologische Kochsalzlfisung Oder eine mit Phosphat gepufferte Kochsalzlo- 
sung. mit einem Disulfidbindungen besitzenden Protein P, etwa einem Antikorper, zu einer Verbindung der 
Formei I umgesetzt wird. Oder 

b) Aminogruppen tragende Partikel M werden in einem geeigneten Losungsmittel mit Iminothiolan zu 
einer Verbindung der Formei IV umgesetzt. in welcher n = 3 ist. worauf die Umsetzung dieser Verbindung 
der Formei IV mit einem Disulfidbindungen besitzenden Protein P nach der vorstehend beschriebenen 
Weise erfolgt. oder 

c) Aminogruppen tragende Partikel M werden wie vorstehend beschrieben zu einer Verbindung d r 
Formei III umgesetzt, welche in einem geeigneten wafirigen salzhaltigen Losungsmittel. welches Proteine 
nicht denaturiert, mit einem Thiolgruppen tragenden Protein P. etwa einem reduzierten Antikorper oder 
einem Fab- Oder Fab'-Fragment. zu einer Verbindung der Formei I umgesetzt wird. worauf die Bindung 
zwischen Protein P und gespacertem magnetischen Partikel gegebenenfalls durch Zusatz eines geeigneten 
Maleimidoderivats. z. B. von N-Ethyl-maleimid. oder durch Zusatz von Jodacetamid oder Bromacetamid 
stabilisiert wird. 

Geeignete LSsungsmittel zur Kopplung einer Verbindung der Formei II oder von Iminothiolan an magneti- 
sche Partikel mussen so beschaffen sein. da£ die jeweils zur Kopplung verwendeten magnetischen Partik I 
in ihren physikalischen und magnetischen Eigenschaften. insbesondere in ihrer Grofle. Dispergierbarkeit 
und Oberflachenbeschaffenheit, durch das verwendete Losungsmittel nicht beeintrachtigt werden. Fur 
magnetische Partikel. wie sie z. B. in EP 0125995 A2 oder WO 8303920 beschrieben sind. wurde als 
geeignetes Losungsmittel z. B. eine Mischung aus Wasser und Dimethylformamid aufgefunden. 

Bestimmung des Kopplungsgrades (ug Antikorper/mg Eisen) 

Eisen wurde durch Atomabsorption und Stickstoff nach der Kjeldahl-Methode bestimmt. Die Werte fur 
den gekoppeiten Protein-Stickstoff wurden nach der Formei 



r J ! VcCH 2 ) n -S.S-^"j| 



II 



C 



worm n = 1-6 ist, unter Ausbildung einer Amidbindung zu einer Verbindung der Formei III 




III 



mg fe mg Fe 



ug P-N _ ug Tot-N 



(Probe) - 



pg Tot-N 
mg Fe 



(IControl le ) 



berechnet. wobei die Begriffe folgende Bedeutung haben: 
P-N: Protein-Stickstoff 
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Tot-N.: Gesamt-Stickstoff 
Fe: Bsen 

Die an die Partikel gebundene Proteinmenge <ug Protein/mg Eisen) wurde aus der Proteinstickstoffm n- 
ge je mg Eisen durch Multipfikation mit dem Faktor 6.25 errechnet. Ore errechneten Kopplungsraten sind in 
Tabelle 1 zusammengefafit. 

Verfahren zur Depletion von Zellen 

Eine Suspension eines zu depletierenden Zeilgemischs in einer salzhaftigen, bevorzugt physiologischen 
waflrigen Losung Oder in einer KorperflOssigkeit wird mit einer Verbindung der Formel I bei einer 
geeigneten Temperatur zwischen z. B. 0*C und 40* C. bevorzugt unter SchiJtteln, ebenfalls bevorzugt 
unter sterilen Bedingungen. Uber einen geeigneten Zeitraum inkubiert, und danach werden die magneti- 
schen Partikel durch einen geeigneten Magneten aus der Losung abgetrennt. 

Geeignete Temperaturen sind beispielsweise 0* C, Raumtemperatur Oder 37* C, bevorzugt jedoch 
Raumtemperatur. Die Zeitdauer der Inkubation richtet sich jeweils nach der verwendeten Inkubationstempe- 
ratur und nach der BindungsreaktivitSt des Arrbkdrpers und kann z. B. von wenigen Minuten bis zu z. B. 2 
Stunden betragen. Bevorzugterweise wird z. B. bei Raumtemperatur z. B. uber einen Zeitraum von 10 bis 
20 Minuten inkubiert 



Verfahren zur Isofierung loslicher bioorganischer MolekOle 

Dieses Verfahren folgt im wesentlichen dem Verfahren zur Depletion von Zellen. 



Beispiele 

Die nachfolgenden Beispiele dienen der naheren Erlauterung der Erfindung, schrSnken die Erfindung 
jedoch nicht ein. 

Magnetische Partikel, welche in der beschriebenen Weise mit monoklonafen Antikorpern zur Reaktion 
gebracht wurden, werden nachfolgend als "Magnetobeads" bezeichnet wobei ihre SpezifitSt jeweils durch 
Voranstellung der jeweiligen Antikorper-Bezeichnung wiedergegeben wird. 

Beispiel 1 

Herstellung einer Verbindung der Formel IV, in welcher n = 3 ist 
3 x 300 ul einer kSuflichen Suspension der magnetischen Partikel (BioMag*. Advanced Magnetics) wurden 
jeweils 3x mit je 10 ml Phosphat-gepufferter KochsalzlSsung pH 7.2 (PBS) gewaschen und jeweils in 2 ml 
PBS resuspendiert. Danach erfolgte jeweils die Zugabe einer L5sung von 2-lminothiolan-Hydrochlorid (2-lt 
HCI) in PBS: 

a) Zusatz von 10 mg 2-lt HCI in 0.5 ml PBS 

b) Zusatz von 2.5 mg 2-lt HCI in 0.5 ml PBS 

c) Zusatz von 0.6 mg 2-lt HCI in 0.5 ml PBS 

Oiese Suspensionen wurden jeweils 1 h bei Raumtemperatur geschuttelt. Dann wurden die Partikel bei 
3000 x g abzentrifugiert und jeweils 3x mit je 10 ml PBS gewaschen. 



Beispiel 2 

Herstellung einer Verbindung der Formel III, in welcher n = 2 ist 
3 x 300 ul einer kauflichen Suspension der magnetischen Partikel (BioMag R . Advanced Magnetics) wurden 
jeweils 3x mit je 10 ml PBS pH 7.2 gewaschen und jeweils in 3 ml PBS resuspendiert. Dann wurde jeweils 
erne Losung von 5 mg N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)-propionat (SPDP) in 2 ml trockenem Dimethylfor- 
mamid (DMF) zug setzt und 1 h bei Raumtemperatur geschuttelt. Danach wurden die Partikel bei 3000 x g 
abzentrifugiert und jeweils 3x mit je 10 ml PBS gewaschen. 
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Beispiel 3 

Herstellung einer Verbindung der Formal IV, in welcher n = 2 ist 
Drei gemSfl Beispiel 2 hergestellte Partikel-Aliquote der Formel III wurden jeweils in 2.4 ml PBS resuspen- 
5 diert. jeweils mit 5 mg Dithiothreitol. gelBst in jew ils 0.1 ml PBS, versetzt und 30 min bei Raumtemperatur 
unter leichtem SchGtteln inkubiert Dann wurden die Partikel bei 3000 x g abzentrifugiert. jeweils 3x mit j 
1 0 ml PBS gewaschen und unverzuglich fUr di Kopplungsreaktionen verwendet. 



io Beispiel 4 

Kopplung von polyklonalem Kaninchen-anti-Maus-lmmunglobulin (KAM) an eine Verbindung der Formel 
IV gem20 Beispiel 1a, in welcher n = 3 ist. unter Variation der Antikorper-Menge 

Vier gemaB Beispiel 1a aus jeweils 300 ul-Aliquoten BioMag" hergestellten Partikel-Aliquote der Form I 
;5 IV wurden in 

a) 2.5 ml PBS 

b) 2.4 ml PBS 

c) 2.3 ml PBS 

d) 22 ml PBS resuspendiert und die Suspension mit folgenden Mengen KAM versetzt 
20 a) kein Zusatz 

b) 0.5 mg KAM in 0.1 ml PBS 

c) 1 .0 mg KAM in 0.2 ml PBS 

d) 1.5 mg KAM in 0.3 ml PBS 

Die Mischungen Qeweils 2.5 ml) wurden jeweils 1 h unter SchGtteln bei Raumtemperatur inkubiert. Dann 
25 wurden die Partikel bei 3000 x g abzentrifugiert. 3x mit je 10 ml PBS gewaschen, in 5 ml PBS pH 7.2 
resuspendiert. mittels RSntgenbestrahlung sterilisiert und bei 4*C aufbewahrt. Die analytischen Daten sind 
in Tabelle 1 zusammengefa/H. 



30 Beispiel 5 

Kopplung des monoklonalen Antikorpers BMA 0110 (anti-CD2; lgG2b) an eine Verbindung der Formel 
IV gemafl Beispiel 1a. in welcher n = 3 ist. unter Variation der Antikorper-Menge 

Die Kopplung erfolgte in Analogie zu Beispiel 4, wobei die Partikel-Suspensionen a-d der Formel IV mit 
35 folgenden Mengen BMA 01 10 versetzt wurden: 

a) kein Zusatz 

b) 0.5 mg BMA 01 10 in 0.1 ml PBS 

c) 1.0 mg BMA 0110 in 0.2 ml PBS 

d) 1.5 mg BMA 0110 in 0.3 ml PBS 

40 Weiterverarbeitung erfolgte analog Beispiel 4; die analytischen Daten sind in Tabelle 1 aufgefCihrt. 



Beispiel 6 

Kopplung des monoklonalen Antikorpers BMA 0110 (anti-CD2; lgG2b) an eine Verbindung der Formel 
IV gemafl Beispiel lb. in welcher n « 3 ist, unter Variation der Antikorper-Menge 

Die Kopplung erfolgte in Analogie zu Beispiel 5. wobei jedoch von einer Verbindung der Formel IV 
gemafl Beispiel 1b (start Beispiel 1a) ausgegangen wurde. 



Beispiel 7 ~~ 

Kopplung des monoklonalen Antikorpers BMA 030 <anti-CD3; lgG2a) an eine Verbindung der Formel IV 
gemafl Beispiel 1a. lb und 1c. in welcher n = 3 ist. bei Verwendung gleicher Antikorper-Konzentrationen 

Gemafl Beispiel la. lb und 1c hergestellte Partikel-Aliquote der Formel IV wurden jeweils in 2.0 ml PBS 
resuspendiert und jeweils mit 0.5 ml einer Losung von BMA 030 in PBS (entsprechend jeweils 1 mg BMA 
030 in 0.5 ml PBS) versetzt und analog Beispiel 4 weiterverarbeitet. Die analytischen Daten sind in Tabelle 
1 zusammengefaflt. 
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Beispiel 8 

Kopplung des monoklonaien AntikOrpers BMA 033 <anti-CD3; lgG3) an eine Verbindung der Formal IV 
gemafi Beispiel 1a. lb und 1c, in welcher n = 3 ist bei Verwendung gleicher Antikarper-Konzentrationen 
Die Umsetzung erfolgte in Analogic zu Beispiel 7; die analytischen Daten sind in Tabelle 1 aufgefQhrt 



Beispiel 9 

Kopplung des monoklonaien AntikSipers BMA 081 (anti-C08; lgG2a) an eine Verbindung der Formel IV 
gemafl Beispiel la, in welcher n ■ 3 ist unter Variation der Antik6rper-Menge 

Die Umsetzung erfolgte in Anatogie zu Beispiel 5; die analytischen Oaten sind in Tabelle 1 aufgefUhrt. 



75 Beispiel 10 

Kopplung von polyklonalem Kaninchen-anti-Maus-lmmunglobulin (KAM) an eine Verbindung der Formel 

III gemSfl Beispiel 2, in welcher n = 2 ist. unter Variation der AntikSrpermenge 

Bne Lfisung von 2 mg KAM in 0.4 ml. PBS wurde mit 2 mg Dithiothreitol versetzt und 30 min bei 
20 Raumtemperatur inkubiert Der reduzierte Antikdrper wurde mittels Geffiltration Qber Sephadex G25 in PBS 
pH 7.2 in einem EJutionsvoluiien von 4.2 ml isoliert 

GemaB Beispiel 2 hergesteltte Partikel-Aliquote der Formel III wurden wie folgt resuspendiert: 

a) in 4.3 ml PBS 

b) in 3.6 ml PBS 
25 c) in 2.9 ml PBS 

Oiese Suspensionen wurden mit dem reduzierten Antikdrper wie folgt versetzt: 

a) Zusatz von 0.7 ml (ca. 0.3 mg Protein) 

b) Zusatz von 1 .4 ml (ca. 0.6 mg Protein) 

c) Zusatz von 2.1 ml (ca. 0.9 mg Protein) 

30 Die Mischungen (jeweils 5 ml) wurden jeweils 1 h unter Schutteln bei Raumtemperatur inkubiert. Dann 
wurden die Partikel bei 3000 x g abzentrifugiert. 3x mit je 10 ml PBS gewaschen. in 5 ml PBS pH 7.2 
resuspendiert. mittels Rontgenstrahlung sterilisiert und bei 4*C aufbewahrt. Die analytischen Daten sind in 
Tabelle 1 zusammengefa/it. 

35 

Beispiel 11 

Kopplung von polyklonalem Kaninchen-anti-Maus-immunglobulin (KAM) an eine Verbindung der Formel 

IV gemafl Beispiel 3, in welcher n = 2 ist unter Variation der Antikdrpermenge 
40 Vier gemSfl Beispiel 3 hergestellte Partikel-Aliquote der Formel IV wurden in: 

a) 2.5 ml PBS 

b) 2.4 mi PBS 

c) 2.3 ml PBS 

d) 2.2 ml PBS resuspendiert und die Suspension mit folgenden Mengen KAM versetzt: 
45 a) kein Zusatz 

b) 0.5 mg in 0.1 ml PBS 

c) 1.0 mg in 0.2 ml PBS 

d) 1.5 ml in 0.3 ml PBS 

Die Mischungen (je^'s 2.5 ml) wurden jeweils 1 h unter Schutteln bei Raumtemperatur inkubiert. Dann 
so wurden die Partikel bei 3000 x g abzentrifugiert. 3x mit je 10 ml PBS gewaschen. in 5 ml PBS pH 7.2 
resuspendiert, mittels Rontgenbestrahlung sterilisiert und bei 4 # C aufbewahrt. Die analytischen Daten sind 
in Tabelle 1 zusammengefaflt. 



55 Beispiel 12 

Kopplung des monoklonaien Antikorpers BMA 0110 (anti-CD2: lgG2b) an eine Verbindung der Formel 
IV gemafl Beispiel 3. in welcher n = 2 ist. unter Variation der Antikdrpermenge 
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Di Kopplung erfolgte in Analogie zu Beispiel 11; die analytischen Oaten sind in Tabelle 1 aufgefQhrt 

Tabelle 1 



Kopplungsgrade verschieden hergestelfter Magnetobeads 



Beispiel Antikorper Isotyp 



Spezxfrtat I Kopplungsmethode Koppiungsansatz 



Ak/Fe 1 * 
(mg/mg) 



Sp/Fe 2 * 
(umol/mgi 



<ug/Jmg) 



75 



20 



25 



30 



35 



4b 

4C 

4d 

5b 

5c 

5d 

6b 

6c 

6d 

7a 

7b 

7c 

8a 

8b 

8c 

9b 

9c 

9d 

10a 

10b 

10c 

11b 

11c 

lid 

12b 

12c 

12d 



KAM 
KAM 
KAM 
BMA 0110 
BMA 0110 
BMA 0110 
BMA 0110 
BMA 0110 
BMA 0110 
BMA 030 
BMA 030 
BMA 030 
BMA 033 
BMA 033 
BMA 033 
BMA 081 
BMA 081 
BMA 081 
KAM 
KAM 
KAM 
KAM 
KAM 
KAM 

BMA 0110 
BMA 01 10 
BMA 01 10 



igG 
IgG 

igG 

lgG2b 

lgG2b 

lgG2b 

lgG2b 

lgG2b 

lgG2b 

lgG2a 

lgG2a 

lgG2a 

lgG3 

igG3 

igG3 

lgG2a 

lgG2a 

lgG2a 

IgG 

IgG 

IgG 

IgG 

IgG 

IgG 

lgG2b 

lgG2b 

lgG2b 



aMIg 

aMIg 

aMIg 

CD2 

CD2 

CD2 

CD2 

CD2 

CD2 

CD3 

CD3 

CD3 

CD3 

CD3 

CD3 

CD8 

CD8 

CD8 

aMIg 

aMIg 

aMIg 

aMIg 

aMIg 

aMIg 

CD2 

CD2 

CD2 



2-ft/SS 

2-lt/SS 

2-lt/SS 

2-lt/SS 

2-tt/SS 

2-lt/SS 

2-ft/SS 

2-lt/SS 

2-lt/SS 

2-lt/SS - 

2-ft/SS 

2-lt/SS 

2-lt/SS. 

2-lt/SS 

2-lt/SS 

2-lt/SS 

2-lt/SS 

2-lt/SS 

SPDP/SH 

SPDP/SH 

SPDP/SH 

SPDP/red 

SPDP/red 

SPDP/red 

SPDP/red 

SPDP/red 

SPDP/red 



0.1 

0.2 

0.3 

0.1 

0.2 

0.3 

0.1 

0.2 

0.3 

02 

02 

0.2 

0.2 

0.2 

0.2 

0.1 

0.2 

0.3 

0.06 

0.12 

0.18 

0.1 

0.2 

0.3 

0.1 

0.2 

0.3 



14.5 
14.5 
14.5 
14.5 
14.5 
14.5 
3.6 
3.6 
3.6 
14.5 
3.6 
0.9 
14.5 
3.6 
0.9 
14.5 
14.5 
14.5 
3.2 
3.2 
3.2 
3.2 
3.2 
3.2 
3.2 
3.2 
3.2 



110 
173 
229 
107 
156 
178 
65 
78 
112 
71 
53 
12 
69 
56 
39 
73 
80 
91 
29 
36 
55 
27 
51 
74 
27 
47 
57 



40 



1) fur den jeweiligen Koppiungsansatz verwendete Menge Antikdrper je Eisen (mg/mg) 

2) fUr den jeweiligen Koppiungsansatz verwendete Menge Spacer je Eisen (umol/mg) 

3) gekoppelte Proteinmenge je Eisen (ug/mg) 
KAM: Kaninchen-anti-Maus-lmmunglobulin 
CD: Cluster of differentiation 

aMIg: anti-Maus-lmmunglobulin 



45 



Anspriiche 

so 

1 . Magnetisches Protein-Konjugat der Formel I, 
M-NH-CO-<CH 2 ) n -S-S-P I 

mit n = 1-6. bevorzugt mit n = 2 Oder 3. worin M ein dispergierbares, magnetisch reagierendes Material 
Oder Partikel ist. welches Aminogruppen tragt. und P ein Protein ist. 
55 2. Magnetisches Protein-Konjugat nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dad di Thiolgruppe Oder Thiolgruppen des Proteins P entweder in naturlicher Weise vorhanden sind Oder 
durch Reduktion von Oisulfidbindung n erzeugt Oder durch chemische R aktion in das Protein eingefuhrt 
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werden. 

3. Magnetisches Protein-Konjugat nach Anspruch 1 , 
- dadur h gek nnzeichn t 
dad P ein polyklonai s Immunglobulin ist 
s 4. Magnetisches Protein-Konjugat nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzelchnet 

daB P ein monoklonaler AntikQrper Oder ein Fab-, Fab - Oder F(ab'>2-Fragment ist 

5. Magnetisches Protein-Konjugat nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzelchnet 

jo daB P ein Antigen oder ein Enzynv, Hormon-, Lectin-oder Wachstumsfaktorrest ist 

6. Magnetisches Protein-Konjugat nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzelchnet 

daB P einen monoklonalen Antiktf rper der IgG- Oder IgM-Klasse darsteltt 

7. Magnetisches Protein-Konjugat nach Anspruch 4. 
is dadurch gekennzelchnet 

daB P einen monoklonalen AntikSrper darsteltt, welcher gegen ein Antigen gerichtet ist welches in wSBrigen 
Salzlosungen oder KSrperflOssigkeiten in gelQster Form vorhanden ist 

8. Magnetisches Protein-Konjugat nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzelchnet - _ . . r->* xo 

20 daB P einen monoklonalen AntikSrper darsteltt, welcher gegen ein Antigen gerichtet ist welches auf Zellen. 
insbesondere auf Zellen des myeloischen oder lymphatischen Systems oder des peripheren Bluts, insbe^ 
sondere auf B-Lymphozyten, T-tymphozyten oder deren VorBuferzelien oder auf Tumorzellen, insbesonde- 
re auf Tumorzellen des Knbchenmarks. exprimiert ist - . - 

9. Magnetisches Protein-Konjugat nach Anspruch 4. 
25 dadurch gekennzelchnet 

daB P einen monoklonalen Antikdrper darsteltt, welcher gegen ein Antigen gerichtet ist, welches auf 
Bakterien, Mykoplasmen oder Protozoan oder aber auf Viren exprimiert ist 

10. Magnetisches Protein-Konjugat nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzelchnet 

30 daB P ein Antigen darsteltt. 

1 1 Magnetisches Protein-Konjugat nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzelchnet 

daB M ein dispergierbares Partikel mit Metalloxid-Core und einem Aminogruppen tragenden HGIImantel ist, 
wobei das Metalloxid-Core eine Gruppe paramagnetischer Substanzen einschlieBen kann. 
35 12. Magnetisches Protein-Konjugat nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzelchnet 

daB der Durchmesser der Partikel zwischen etwa 0.1 u und etwa 100 u, bevorzugt jedoch zwischen etwa 
0.1 u und etwa 1,5 a liegt. 

13. Verbindung der Formel III 



M-NH-C0-(CH 2 ) n -S-S-Ql III 

worin M die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung hat. 

14. Verbindung der Formel IV 
M-NH-CO-(CH 2 ) n -SH IV 

worin M die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung hat. 

15. Verfahren zur Herstellung eines magnetischen Proteinkonjugats der Formel I, 
M-NH-CO-(CH 2 )„-S-S-P I 

dadurch gekennzelchnet, 

daB man Aminogruppen tragende magnetische Partikel M mit einer mit Aminogruppen reagierenden 
Verbindung der Formel II, 
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C%-^" (CH2)n * s - s 




II 



O 



worin n = 1-6 ist f unter Ausbildung einer Amidbindung zu einer Verbindung der Formal III 



M-NH-CO(CH 2 ) n -S-S-fj 



III 



und diese durch reduktive Spaltung der Oisulfidbindung zu einer Verbindung der Formel IV 
M-NH-CO(CH2)n-SH IV 

umsetzt. welche schfieBlich mit einem Disulfidbindungen besitzenden Protein P zu einer Verbindung der 
Fomnel I umgesetzt wird. 

16. Verfahren zur Herstellung eines magnetischen Protein-Konjugats der Formel I. 
dadurch gekennzelchnet. 

daJ3 man Aminogruppen tragende magnetische Partike! M mit Iminothiolan zu einer Verbindung der Formel 
IV 

M-NH-CO-<CH2) n -SH IV 

umsetzt. in welcher n - 3 ist, und die Verbindung der Formel IV mit einem Disulfidbindungen besitzenden 
Protein P zu einer Verbindung der Formel I umsetzt. 

17. Verfahren zur Herstellung eines magnetischen Protein-Konjugats der Formel I, 
dadurch gekennzelchnet, 

6aB man Aminogruppen tragende magnetische Partikel M wie in Anspruch 15 zu einer Verbindung der 
Formel HI umsetzt und diese mit einem Thiolgruppen tragenden Protein P zu einer Verbindung der Formel I 
umsetzt. 

18. Verfahren zur Herstellung eines magnetischen Protein-Konjugats nach mindestens einem der 
Anspruche 15, 16 Oder 17. 

dadurch gekennzelchnet 

daJ3 man die Bindung zwischen Protein P und dem gespacerten magnetischen Partikel durch Zusatz einer 
N-substituierten Maleimidoverbindung. bevorzugt durch Zusatz von N-(Ci-Ce-AJkyl)-Maleimid, besonders 
bevorzugt durch Zusatz von N-Ethyl-Maleimid. Oder durch Zusatz einer Maleimidocarbonsaure Oder durch 
Zusatz von Jodacetamid Oder Bromacetamrd stabilisiert. 

19. Verfahren zur Entfernung eines geldsten Antigens, Antikorpers. Rezeptors. Substrats, Co-Faktors 
Oder einer Kohlenhydrat-Determinante aus wafirigen Salzlosungen oder Korperflussigkeiten, 

dadurch gekennzelchnet, 

daB man die Ldsung mit einem geeigneten magnetischen Protein-Konjugat der Formel I inkubiert und das 
magnetische Protein-Konjugat nach spezifischer Adsorption der zu entfemenden Komponente auf magneti- 
schem Wege abtrennt und die spezifisch adsorbierte Komponente gegebenenfalls wieder vom magneti- 
schen Protein-Konjugat abeluiert Oder durch Reduktion der Disulfidbindung des Spacers der Verbindung der 
Formel I abspaftet 

20. Verfahren zur Entfernung von Zellen aus waflrigen Salzlosungen oder Korperflussigkeiten, 
dadurch gekennzelchnet, 

da£ man die Zellsuspension mit einem geeigneten magnetischen Protein-Konjugat der Formel I inkubiert 
und das magnetische Protein-Konjugat nach spezifischer Adsorption der zu entfemenden Zellen auf 
magnetischem Wege abtrennt und die spezifisch adsorbierten Zellen oder Partikel gegebenenfalls wieder 
vom magnetischen Protein-Konjugat ablost oder durch Reduktion der Disulfidbindung des Spacers der 
Verbindung der Formel I abspaltet. 

21. Verfahren zur Positiv-Selektion loslicher Komponenten gemafl Anspruch 19 oder von Zellen gemafl 
Anspruch 20, 

dadurch gekennzelchnet. 

da/3 man die Oisulfidbindung des Spacers reduktiv spaltet und die magnetischen Partikel mittels eines 
Magneten oder zentrifugativ entfernt. 

22. Verwendung ein s magnetischen Protein-Konjugats nach Anspruch 1 2ur spezifischen Entfernung 
von Zellen oder loslichen Antigenen, Rezeptoren. Substraten. Co-Faktoren oder Kohlenhydrat-Oeterminan- 
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ten aus wSBrigen Saizldsungen Oder K5rperf!Qssigkeiten Oder Verwendung im Rahmen eines diagnosti- 
schen Verfahrens bzw. ais Diagnostikum. 

23. Verwendung eines magnetischen Protein-Konjugats nach Anspruch 1 zur Entfemung von Zellen 
gemiB Anspruch 8 Oder 9. bevorzugt zur Knochenmarks-Depletion, oder zur HLA-Typisierung. 

24. Verwendung eines magnetischen Protein-Konjugats nach Anspruch 1 zur Positiv-Selektion von 
Zellen Oder Idstichen Antigenen, Rezeptoren, Substraten. Co-Faktoren Oder Kohlenhydrat-Determinanten, 
insbesondere jedoch zur Positiv-Selektion von Zellen, insbesondere zur Positiv-Selektion von Zellen gem2fl 
Anspruch 8. 

Patentansprtiche fOr folgende Vertragsstaaten: ES. GR 

1 . Verfahren zur Herstellung eines magnetischen Protein-Konjugats der Formel I, 
M-NH-CCHChfekS-S-P I 

dadurch gekennzeichnet, daB man Aminogruppen tragende magnetische Partikel M mrt einer mit Amino- 
gruppen reagierenden Verbindung der Formel It, 

o 

worin n = 1-6 ist, unter Ausbildung einer Amidbindung zu einer erbindung der allgemeinen Formel III 




III 



und diese durch redukttve Spaltung der Disulfidbindung zu einer Verbindung der Formel IV 
M-NH-CO-(CH 2 ) n -SH IV 

umsetzt welche schlieBlicht mit einem Disulfidbindungen besitzenden Protein P zu einer Verbindung der 
Formel I umgesetzt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB das verwendete Protein eine Thiolgruppe 
trSgt 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet. daB P ein polyklonales Immunglobulin ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet daB P ein monoklonaler Antikdrper, ein Fab-. 
Fab'-oder F(ab ^-Fragment, ein Antigen Oder ein Enzym-, Hormon-, Lectin- oder Wachstumsfaktorrest ist 

5. Verfahren nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet. daB P einen monoklonalen AntikSrper der IgG- 
oder IgM-Klasse darstelft 

6. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet daB M ein dispergierbares Partikel mit 
Metalloxid-Core und einem Aminogruppen tragenden HOIImantel ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB M ein dispergierbares Partikel mit 
Metalloxid-Core und einem Aminogruppen tragenden HOIImantel ist und der Ourchmesser der Partikel 
zwischen etwa 0. 1 u und etwa 100 u liegt 
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